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plantarum

RESUMEN

Al ser una puerta de entrada de diferentes agentes biologicos, el sistema digestivo alberga gran cantidad de
bacterias, correspondiente aproximadamente a un 90% de la flora general del intestino, considerdndose uno de
los lugares en donde estos microorganismos tienen mayor impacto; de hecho, se ha visto que dicha influencia
tiene un efecto positivo en otros sistemas al intervenir en procesos metabolicos, de estimulacion celular o
proteccion a infecciones, por lo que en la actualidad esté sistema es considerado un blanco terapéutico

prometedor para diversas enfermedades y garantizar su estabilidad es un reto para los investigadores.

Con respecto a esto, los probidticos resultan ser una herramienta efectiva para el mantenimiento de este sistema,
ya que contribuyen a la estabilizacion y recuperacion de la flora intestinal, siendo Lactobacillus uno de los
géneros con mayor cantidad de cepas implementadas. A pesar de esto y de su potencial como herramienta
terapéutica, requieren de mayores estudios que esclarezcan los mecanismos por los cuales actian, lo que puede

realizarse por medio de la exposicion de modelos biologicos de estudio a diferentes cepas de este género (1).

Por lo anterior, en el presente estudio se evaluaron dos cepas de Lactobacillus, usando Caenorhabditis elegans
como modelo de estudio por sus caracteristicas morfologicas a nivel intestinal, ventajas en el costo de
mantenimiento y facilidad de monitoreo, con el fin de ampliar los conocimientos ante el microorganismo

probiotico y proponer al mismo como herramienta terapéutica ante patologias relacionadas con el eje intestinal.

Palabras clave: Probidticos, modelo de estudio, sistema digestivo, herramientas terapéuticas.



Introduccion

Actualmente el interés por estudiar microorganismos como alternativas terapéuticas ha ido en aumento, ya que
muchos de ellos proporcionan condiciones mas seguras para el organismo y disminuyen efectos adversos
que los medicamentos pueden causar a mediano y largo plazo; dentro de este importante grupo de
microorganismos se encuentran los probidticos, los cuales proporcionan beneficios en la industria
alimentaria y en el campo médico (2), teniendo un gran potencial como herramientas terapéuticas en
enfermedades como la diabetes, esclerosis multiple (EM) y disbiosis causada por antibidticos, en donde
puede verse comprometida la salud intestinal. Estos microorganismos tienen la capacidad de regular y
estabilizar la microbiota intestinal y por consiguiente pueden influir sobre funciones metabdlicas e

inmunoldgicas que contribuyen al mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes (3)(4).

Dentro del grupo de los probioticos, el Lactobacillus es uno de los géneros mas estudiados y con mayor cantidad
de cepas implementadas, estas bacterias Gram positivas tiene la capacidad de adherirse a la pared intestinal
mejorando la mucosa y evitando la colonizacion de patégenos, ademas de estimular la respuesta inmune celular
por medio de la influencia sobre macréfagos y células epiteliales (5). Es por esta razon, que en la actualidad se
comercializan productos que contienen Lactobacillus o liofilizados del mismo, usandolos como complemento
terapéutico en enfermedades intestinales o como suplemento en la dieta con el fin de mejorar la flora intestinal
(2). Sin embargo, atin no se conoce claramente el mecanismo de accion de estos microorganismos, lo que hace

que no se puedan implementar como terapia establecida sino como un complemento de estas (6).

Con respecto a esto, es importante mencionar que para el estudio de probiodticos es necesario, en una primera
etapa, tener un modelo adecuado y con similitudes moleculares y celulares al ser humano que permitan un
analisis aproximado de lo que podria llegar a realizar el microorganismo dentro del cuerpo (7); es asi, que en la
actualidad el uso de nuevos modelos de investigacion contribuyen a la formulacion de proyectos de investigacion
que impactan en la salud humana, entre ellos Caenorhabditis elegans, ha tomado gran importancia debido a que
fue el primer organismo multicelular cuyo genoma se secuencio por completo, se han identificado homologos en
C elegans para 60-80% de genes humanos. Por otro lado, la diversidad de cepas mutantes y mutante que pueden
encontrarse hoy en dia, asi como las cualidades morfoldgicas permiten facilmente la observacion de la accion de

los microorganismos dentro del intestino del nematodo (4).

A raiz de esto, el presente estudio realizo un analisis de como Lactobacillus spp podia influir en la longevidad y
calidad de vida de larvas de C. elegans cepa silvestre y mutante AX1410, esta ultima proviene de la
modificacion del genoma en flp-18, un gen que codifica para el neuropéptido relacionado con la FMRFamida
FLP-18 ; dicho estudio, se realizo mediante la implementacion del probiotico en la dieta del nematodo y la
observacion de parametros como longevidad, acumulacion de grasas y resistencia al estrés térmico, con el fin de

esclarecer el mecanismo de accion de este género bacteriano, asi como determinar su efectividad y en un futuro
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poder implementarlo como una terapia mas amigable con el organismo ante enfermedades que comprometen al

sistema digestivo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los efectos intestinales y cambios de longevidad producidos en Caenorhabditis elegans cepa mutante

AX1410 y cepa silvestre N2 tras la exposicion con Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus plantarum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir la concentracidon optima de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus plantarum incorporados en la dieta
de C. elegans AX1410 y N2 por medio de la evaluacion de reproduccion, movilidad. longitud y grosor, teniendo

en cuenta el principio establecido por la FAO/OMS.

Identificar cambios en la longevidad y supervivencia al estrés térmico de C. elegans AX1410 y N2 tras el

consumo de Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus plantarum.

Determinar cambios en la acumulacion de grasas a nivel intestinal en C. elegans AX1410 y N2 tras la

alimentacion con Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus plantarum.



1. ANTECEDENTES

En la actualidad el prolongar la vida en diferentes especies ha tomado un gran interés, es asi como el ser
humano, ha intentado mejorar sus condiciones de salud y estas impactan directamente en la longevidad, esto se
evidencia en diferentes investigaciones y un ejemplo mdas concreto, se encuentra en una serie de estudios
planteados por Muiioz MJ. (1) en donde evalia la longevidad del nematodo C. elegans y qué mecanismos
podrian estar implicados en la extension de su vida, en el mismo se puede ver la relacion con la resistencia al
estrés térmico y las vias activadas en el mismo. Cabe resaltar que, en la busqueda de estrategias para el
alargamiento de la vida y el esclarecimiento de mecanismos usados por los organismos, los investigadores se han

interesado en los probidticos, ya que son microorganismos prometedores para el mantenimiento de la salud.

La palabra probidticos proviene del griego pro-vida y actualmente se sabe que son aquellos microorganismos
que contribuyen a un buen funcionamiento del organismo, mejorando la calidad de la vida e interviniendo en
funciones de regulacion y control de diferentes procesos metabolicos, lo cual se ha demostrado mediante
diversos estudios y acontecimientos a través de la historia; aunque el término prebidtico fue introducido hace
algunos afios, su papel como microorganismos benéficos ha tenido gran importancia, evidenciandose en textos
antiguos como la biblia, en pocas palabras se puede decir que su uso data de hace mas de 1000 afios (2). A
través de los afios los probidticos han sido usados en diferentes procesos como en la produccion de alimentos
(queso, yogur, vinagre, licores entre otros), debido al potencial regulador que se ha reportado sobre la microbiota
intestinal; igualmente se han usado como ayuda terapéutica ante enfermedades como la diarrea y disminuyendo
la disbiosis desarrollada en las mismas, lo que denota una gran importancia y utilidad de estos microorganismos.
Al mismo tiempo, la regulacién del microbiota podria relacionarse con problemas metabolicos, entre los que se
destaca la obesidad, la cual puede desencadenar a largo plazo problemas como diabetes tipo II, enfermedad

coronaria e hipertension arterial (3)(4).

Cabe resaltar, que al ser importantes contribuyentes en procesos industriales, en especial en fermentacion, dichos
microorganismos han sido nombrados como acido lacticos en donde los principales exponentes son bacterias
Gram positivas, cocoides o bacilares y generalmente anaerobias facultativas, siendo Lactobacillus uno de los
géneros mas utilizados y caracterizados, de hecho un articulo publicado en 2008 por Saenz et al. menciona la
clasificacion del mismo segln el tipo de fermentacion que realiza, lo que resulta muy 1til para la identificacion
de especies (5). Asi mismo, en 2012 Salvetti et al, publican un articulo en donde se evidencia una actualizacion
taxonomica del género, usando métodos moleculares, lo que es de vital importancia en la evaluacion y
establecimiento de probidticos, ya que se ha visto que no todas las cepas tienen el mismo mecanismo de accion,
aun si estas son del mismo género y especie (6)(7). Agregando a lo anterior, Kim Y y Mylonakis E. en 2012
publican un articulo titulado “C. elegans Immune Conditioning with the Probiotic Bacterium Lactobacillus
acidophilus Strain NCFM Enhances Gram-Positive Immune Responses”, en donde mencionan como

Lactobacillus contribuye al desarrollo inmunolédgico de C. elegans, evidenciado por la resistencia a bacterias
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patdégenas como Pseudomonas aeruginosa y Salmonella enteritidis, a través de la estimulacion de vias de

sefalizacion (8).

Especificamente, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define a los probidticos como ‘“aquellos
microorganismos vivos que administrados en una cantidad adecuada ejercen un efecto beneficioso sobre la salud

del huésped” (2), lo que implica una serie de acciones para el cumplimiento de esta definicion;

Adicionalmente, diferentes investigaciones hasta el momento han demostrado que dentro de este importante
grupo pueden encontrarse hongos, levaduras y bacterias, siendo el wltimo, el grupo mas utilizado dentro de los
probidticos (9); los microorganismos bacterianos permiten un desarrollo en el equilibrio del organismo, de
manera que ejercen efectos positivos en el mismo y tales hallazgos se han probado en modelos de estudio como
moscas, nematodos y ratones, los cuales permiten identificar efectos similares que se presentaran en el humano,
sobre todo los datos relacionados con la reproduccion, el metabolismo de grasas y la duracion de la vida
(10)(11). Lo anterior esta relacionado con que gran parte de los microorganismos integrantes de la microflora
normal del cuerpo, lo constituyen las bacterias, cumpliendo un papel fundamental como barrera protectora a lo

largo del organismo, en especial en el tracto digestivo bajo (12).

Como se menciono anteriormente, dentro del proceso de seleccionar un organismo probiodtico, hay que tener en
cuenta una serie de caracteristicas que se determinan en el laboratorio con la finalidad de elaborar un producto
inocuo, dentro de ellas se encuentran: la caracterizacion detallada de la cepa potencialmente probiotica, la
tolerancia a diferentes acidos gastricos, una concentracion adecuada de la misma que se determina por medio de
ensayos in vitro e in vivo y la carencia de factores de virulencia o produccion de toxinas, siendo esta ultima la

caracteristica mas importante en el proceso (12).

Por otra parte, uno de los primeros cientificos interesados en estos microorganismos fue el microbidlogo y
zo6logo Elie Metchnikoff, el cual introdujo conceptos relacionados con la inflamacion intestinal y el papel de
bacterias acido lacticas en los procesos de regulacion, al igual que el papel de la flora intestinal en el desarrollo
de condiciones médicas relacionadas con la edad(13); aunque en su momento las premisas propuestas por
Metchnikoff no fueron tomadas en serio, hoy en dia muchas industrias multimillonarias tanto a nivel alimenticio
como médico, las toman como base en sus procesos de produccion e igualmente como ya lo planteaba el
reconocido microbidlogo, son necesarios estudios que esclarezcan la relacion entre las bacterias y el organismo
con el fin de entender su papel en procesos metabdlicos, desarrollo de enfermedades y prolongacion de la vida
(9). A raiz de lo anterior, en la actualidad existe todo un proyecto dedicado al estudio de estos microorganismos
y su relacion con el cuerpo humano, conocido como Human Microbiome Project, iniciativa de los Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos lanzado en el 2007 (3); a partir del mismo, muchos grupos de
investigacion han venido estudiando la amplia gama de microorganismos encontrados en la flora intestinal e
igual se han analizado otros géneros que son considerados probidticos o con caracteristicas potenciales, junto

con técnicas que ayuden a observar y evaluar los efectos producidos por estos en el organismo (4)(5)(7).
10



Con respecto a esto, es importante resaltar el papel que Lactobacillus tiene actualmente, siendo utilizado no solo
en el area industrial sino también en el drea clinica, interviniendo en diferentes procesos mejorando las
condiciones de vida en personas con enfermedades neuroldgicas, digestivas, cognitivas e infecciosas, probados
mediante diferentes estudios clinicos (14); con respecto a los estudios anteriormente citados, Azat R et al. en
2016 publica un articulo titulado “Probiotic properties of lactic acid bacteria isolated from traditionally
fermented Xinjiang cheese”, en donde exponen que mediante el aislamiento de cepas probidticas en alimentos,
también es posible estudiar el potencial de los mismos en la salud de los seres vivos (15). A pesar de esto, atin la
lista de probidticos es muy limitada, por lo que es necesario el estudio de otras especies que amplien la gama de

opciones terapéuticas amigables con el organismo.

Estos microorganismos del género Lactobacillus ya hoy en dia son sometidos a ensayos para evaluar su
participacion en la longevidad de diferentes organismos como C. elegans y ratones, tal es el caso de un estudio
desarrollado en japon en el cual utilizaron Lactobacillus gasseri SBT2055, para analizar los mecanismos
bacterianos utilizados en la extension de vida de nematodos, tras un previo consumo del probiotico y
para este caso llevaron a cabo un control sobre la vida , acumulacion de grasas y la resistencia al estrés
de C. elegans. por lo que se concluye que Lactobacillus Gasseri SBT2055 tiene efectos benéficos sobre el
nematodo, en donde al final concluyen que la concentracién del probidtico influye en la longevidad y en

aspectos funcionales como la locomocioén (11).

Uno de los criterios que se estudia, es el papel de los probioticos frente al estrés. En este sentido, Smolentseva O
et al, publico en 2017 un articulo titulado “Mechanism of biofilm-mediated stress resistance and lifespan
extension in C. elegans”, en donde se observa la utilidad de los biofilms en C. elegans, al exponerlos a tres cepas
bacterianas; dentro de los beneficios encontrados esta la resistencia al estrés oxidativo y térmico, la extension de
la vida util del nematodo y la disminucion de infecciones. Una de las bacterias estudiadas fue Lactobacillus
rhamnosus, la cual mostré una gran utilidad frente al estrés térmico desarrollado por C. elegans en comparacion

con las otras especies bacterianas en estudio (16).

Con el fin de conocer otros efectos atribuidos a los probioticos en el intestino, se han realizado estudios que
muestran informacion sobre el metabolismo del nematodo, dichas investigaciones analizan criterios genéticos,
asi como sustancias que intervienen en el gasto de energia, por ejemplo, el analisis del perfil lipidico. Para
entender el porqué de este enfoque investigativo, se debe conocer como funciona el metabolismo en C. elegans;
Este nematodo de manera general se alimenta de carbohidratos, proteinas y lipidos (conjunto heterogéneo de
biomoléculas organicas no polares, insolubles en agua y solubles en solventes organicos que desempefian

diferentes funciones biologicas), componentes principales de estructuras bacterianas, las cuales al ser digeridas
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se descomponen y aportan los nutrientes necesarios para su supervivencia (17) .

Es importante tener en cuenta que el estudio de estos parametros requiere también de una metodologia a
implementar con el fin de garantizar que los resultados sean confiables. Con relacion a esto Yoon DS, et al.
proponen en el articulo “Measurement of Intracellular ROS in C. elegans Using 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein
Diacetate”, el uso de H2DCF-DA para la determinacion de especies reactivas de oxigeno en C. elegans, el cual
mostro un alto nivel de rendimiento y permitié evaluar una curva de tendencia que ayudo a tener una prediccion
sobre el comportamiento del estrés oxidativo desarrollado por el nematodo (18). El estrés oxidativo es un
pardmetro que permite evaluar la eficiencia de un probidtico al ser consumido e incluso es un ensayo que se
analiza frente a particulas como el rotavirus, ya que se requiere conocer si un microorganismo contribuye a
disminuir el estrés desarrollado por un organismo y los probidticos parecen estar involucrados en este proceso de

disminucion (19).

Ciertamente, uno de los sistemas que mas se ve beneficiado con el consumo de probidticos es el digestivo, en
especial cuando se tiene una patologia de base o se realiza un consumo constante de medicamentos como lo son
los antibioticos. Esta informacion es apoyada por el articulo publicado en Pharmacol Res 2018 realizado por
Mantegazza C et al, en donde se evalua el efecto producido por L. rhamnosus en pacientes que consumian
antibioticos, al igual que el analisis del efecto producido por el microorganismo sobre el trastorno diarreico tras
el consumo de dichos medicamentos; en la revision se puede evidenciar la reduccién de efectos secundarios a
nivel intestinal producidos por el consumo de medicamentos, tras el uso de probioticos dentro del tratamiento
antimicrobiano e igualmente se mencionan algunas recomendaciones que se deben tener en cuenta al momento

de usar probidticos como ayuda terapéutica en estas enfermedades (20).

Este tipo de ensayos han sido probados también en C. elegans, demostrando su capacidad para ser un buen
modelo de estudio, lo que implica también investigar técnicas para el manejo del nematodo y asi mismo escoger
el tipo de ensayo mas adecuado segun la investigacion a realizar; Park H et al. publico en 2018 un articulo
titulado “Survival assays using C. elegans”, en el que se realiza una comparacion de diferentes métodos de
analisis para ensayos de supervivencia, de igual manera, menciona que los medios liquidos son adecuados para
detectar los efectos de los componentes de la dieta y los tratamientos quimicos en los gusanos, debido a la
naturaleza homogénea del medio; sin embargo, también menciona que estos presentan un inconveniente en la
manipulacion de los nematodos, dichas comparaciones son utiles al momento de determinar qué medios de

cultivo y que metodologia usar, seglin la investigacion requerida (21).

Adicionalmente, existe una gran variedad de mutaciones genéticas en el nematodo, que son tutiles al momento de
probar la efectividad del probidtico frente a condiciones desfavorables para el nematodo, es decir, condiciones en
donde el nematodo posea una “enfermedad” que tratar. Este es el caso de la AX1410, la cual posee una mutacion
en el gen flp-18, codificante para el neuropéptido flp-18 que participa en la movilidad del nematodo y

busqueda de alimento (22); dicha cepa es util para el estudio de la influencia de la dieta en el nematodo y
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teniendo en cuenta que C. elegans se alimenta de bacterias, resulta ser una buena opcion para estudiar

probioticos.

Por otro lado, la regulacién del microbiota no solo va a beneficiar al sistema digestivo, sino que también va a
repercutir en la funcionalidad de otros sistemas que estdn intimamente relacionados con el mismo; un ejemplo de
esto, se ve en la esclerosis multiple, en la que se evidencia una disbiosis que empeora la condicion médica de los
pacientes, por lo que un microorganismo que ayude en la regulacion de este desbalance seria de gran ayuda en el
mejoramiento de la calidad de vida. Con respecto a esto, Tankou SK et al. en su articulo “A probiotic modulates
the microbiome and immunity in Multiple Sclerosis (EM)”, evalta la accién que tiene un probiodticos que
contiene mas de una cepa (multicanal) sobre un grupo de pacientes con esclerosis multiple, dicho estudio
concluye que este producto tiene un gran potencial como ayuda terapéutica en EM, ya que se observd una
disminucion en el nimero de recaidas de pacientes con tratamiento en comparacion con aquellos que no lo

tenian, ademas de una regulacion del sistema inmune disminuyendo la inflamacion que se presentaba (23).

Igualmente, es importante mencionar la interaccion que tiene el sistema digestivo con otras partes del cuerpo,
por ejemplo, el sistema nervioso central. Muchos estudios denominan esta relacion como el eje intestino -
cerebro. Estos estudios demuestran como la biomasa presente en el intestino, afecta la permeabilidad intestinal
influyendo directamente con la barrera hemato-encefalica, la estimulaciéon inmunoldgica y la produccion de
senales neuroldgicas, entre otras. En el articulo titulado “New perspectives of Lactobacillus plantarum as a
probiotic: The gut-heart-brain axis” publicado en J Microbiol. 2018, Liu YW et al. muestra el papel potencial
que tendria L. plantarum en la regulacion de la microflora y su repercusion con la salud de sistemas como el

neurologico (24).

Aunque se ha visto que los probidticos tienen un gran potencial como terapia sobre todo en enfermedades
intestinales, existen algunas cepas bacterianas que alin presentan inconsistencias en algunos estudios, un ejemplo
de ello es la evaluacion realizada L. rhamnosus GG frente a la gastroenteritis aguda en niflos, realizada por
Schnadower D et al. y publicado en N Engl J Med en 2018, donde se no se observa una mejoria significativa en
el consumo del probidtico en comparacion con la administracion de un placebo, lo que difiere de algunos

estudios que se han realizado a baja escala en donde se observan resultados contrarios (25).

Es pertinente destacar que, dentro del estudio de probidticos, también se realiza la busqueda de un modelo de
estudio que permita evaluar los efectos que con antelacion se han mencionado, lo que quiere decir que dicho
modelo debe presentar caracteristicas intestinales similares a las encontradas en el ser humano. Dimov 1y
Maduro MF presentan en el articulo “The C. elegans intestine: organogénesis, digestion, and physiology”, de
2019 una revision de C. elegans sobre sus caracteristicas intestinales y el desarrollo que tienen las mismas
durante el ciclo de vida, concluyendo el potencial que este nematodo tiene frente a estudios de salud humana, ya
que presente una alta homologia con genes humanos (26). Cabe resaltar que C. elegans no es el unico modelo en

el estudio de probidticos, esto puede verse en el estudio de 2019 realizado por Meng Y et al titulado
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“Lactobacillus plantarum KLDS1.0318 Ameliorates Impaired Intestinal Immunity and Metabolic Disorders in
Cyclophosphamide-Treated Miceen”, donde se administrdé L. plantarum a ratones, evidenciando efectos
benéficos a nivel inmunoldgico, neurologico e intestinal. En el mismo, se puede evidenciar como L. plantarum
contribuye a la disminucién de efectos nocivos producidos en el intestino de ratones a raiz del consumo de

Ciclofosfamida (27).

Adicionalmente, Zimmermann J et al en el articulo de 2019 The functional repertoire contained within the native
microbiota of the model nematode C. elegans analizo la flora intestinal nativa y su relacion con la alimentacion
del nematodo. Segun este estudio, en la microbiota se destacaban especies de la clase Gammaproteobacteria, de
las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae, Xanthomonodaceae, el filo de los Bacteroidetes y como

familias representativas Sphingobacteriaceae, Weeksellaceae , Flavobacteriaceae (28).

C. elegans es un modelo de estudio apropiado y segun los hallazgos también es un modelo para investigaciones
sobre los probioticos, siendo blanco importante en la blisqueda de nuevas terapias, especialmente en
enfermedades en la que ocurre disbiosis, como se evidencia en la infeccidon por microorganismos como el
Rotavirus, Escherichia coli , Salmonella sp, Campylobacter jejuni , Clostridium difficile y Helicobacter pylori.
En este tipo de infecciones normalmente se implementan tratamientos para la sintomatologia presentada, por
ejemplo, en casos de diarrea se recurre a rehidratacion oral que solo abarca el tratamiento para esa situacion en
especifico y en contraparte, los probidticos parecen tener un efecto beneficioso en la diarrea infecciosa aguda y
en la Diarrea Aguda asociada a los Antibioticos (DAA), sin embargo, los mecanismos de accion por parte de los
probidticos aun siguen sin estar claros, ya que se cree que la accion tiende a ser especifica segiin el
microorganismo implementado, como lo plantea un estudio publicado por Plaza-Diaz J et al titulado
“Immune-Mediated Mechanisms of Action of Probiotics and Synbiotics in Treating Pediatric Intestinal
Diseases”, en donde se realiza una revision de los mecanismos de accion bioquimicos y moleculares de los
probidticos, relacionandolos con el papel que tienen frente a la regulacion intestinal y su importancia con el
sistema inmune (19). Del mismo modo, Sharma K et al.en 2019 el articulo Multivariate analysis of the increase
in life expectancy of C. elegans through intestinal colonization by indigenous probiotic strains, demuestra los
beneficios en relacion a la longevidad, la capacidad de colonizacion y la respuesta fisiologicas del gusano, frente

a diferentes condiciones de cultivo (29).

Junto con el andlisis de estrés oxidativo, un aspecto que es de gran importancia y ha sido una de las mayores
razones para el estudio de los probidticos, es la influencia que tiene la microbiota en la extension de la vida, en
tal sentido se ha evidenciado que el consumo de probidticos aumenta la esperanza de vida de los organismos que
lo consumen. Roselli M et al (30). en su articulo C. elegans and Probiotics Interactions from a Prolongevity
Perspective, realiza una revision de los posibles mecanismos por los cuales los probiodticos pueden interactuar
con el huésped para aumentar la esperanza de vida como lo son la via de la insulina o P38 MAPK (30).

Adicionalmente, Zeng L et al, en el articulo titulado “Antiaging effect of a  Jianpi-yangwei formula in C.
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elegans”, relaciona a C. elegans en ensayos de longevidad mediados por una medicina tradicional china a base
de microorganismos (probidticos), en donde muestra un aumento en la supervivencia del nematodo en

condiciones de alto estrés cuando fue tratado en comparacion con aquellos nematodos sin tratamiento (31).

Haciendo alusion a los parametros evaluados respecto a los probidticos, uno de los aspectos que se afecta cuando
hay un desbalance de la flora intestinal es la permeabilidad, que a mediano plazo puede causar que bacterias o
sustancias pasen al torrente sanguineo y esto cause enfermedades mucho mas graves que el solo aumento de la
permeabilidad, es por ello que muchos estudios también se han centrado en la busqueda de estrategias para el
andlisis de este aspecto, Le T et al. en el articulo Measuring the Effects of Bacteria and Chemicals on the
Intestinal Permeability of C. elegans 2019, propone la utilizacion de fluoresceina (FITC) -dextrano para la
determinar la permeabilidad intestinal en C. elegans. Este reactivo evita sesgos que presentan comunmente otras
tinciones, tal es el caso del rojo de Nilo, una coloracion que tiene fuerte afinidad por las moléculas lipidicas y
que mostraria con gran efectividad la acumulacion de grasas en el nematodo tras el consumo de bacterias

probioticas (32).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los beneficios que traen los probioticos a nivel intestinal
repercuten también en el mantenimiento y mejoramiento de otros sistemas, otro ejemplo de esto se observa en el
articulo Probiotic Bacillus subtilis Protects against a-Synuclein Aggregation in C. elegans realizado por Goya
ME et al , en donde se aliment6 C. elegans que presentaba alteraciones genéticas relacionadas con a-sinucleina,
con cepas probioticas de Bacillus subtilis en donde se observo una reduccion en la acumulacion de a-sinucleina
y con ello un aumento en la esperanza de vida de los nematodos afectados (33). De igual manera, un articulo
publicado en 2020 por Wieérs G et al, menciona una serie de estudios en donde especies del género
Lactobacillus y otros microorganismos han contribuido al mejoramiento de diversas condiciones clinicas como:
la reduccion de efectos secundarios tras la ingesta de antibiodticos, alivio de condiciones psicopatologicas y el
mejoramiento a largo plazo de condiciones asociadas a otros sistemas mediante la interaccion en procesos de

permeabilidad intestinal (34).

A Pesar de la fuerte relacion que existe entre el microbiota intestinal con la respuesta inmune y la viabilidad de
organismos, el mecanismo por el cual dichos microorganismos intervienen, aun requiere de estudios; sin
embargo, se piensa que esos efectos beneficiosos, van dirigidos hacia el estrés oxidativo y abiotico o sobre toda
la respuesta inmune. Lo anterior es mencionado en el articulo C. elegans, a Host to Investigate the Probiotic
Properties of Beneficial Microorganisms Propuesto por Poupet et al. en el cual se establece la utilidad del
modelo C. elegans en estudios de probidticos gracias a la amplia gama de cualidades que posee el nematodo no

solo en cuestion de mantenimiento y economia, sino también de facilidad de analisis (35).

Con respecto a la informacion que se tenia sobre como este nematodo distribuye su energia para vivir y
reproducirse, diversos estudios impusieron la relacion entre reproduccion, longevidad y metabolismo de grasas; a

diferencia de los mamiferos, (organismos que acumulan grasa a nivel de los adipocitos) C. elegans acumula
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lipidos a través de las células intestinales e hipodérmicas, lugar al que recurre al iniciar su reproduccion, debido
al alto gasto energético que dicho proceso requiere, al mismo tiempo este se relaciona con la longevidad, ya que
una pérdida elevada de energia limita la extension de la vida (4). En cuanto a las vias de sefalizacion
involucradas, se destaca la via de senalizacion similar a la insulina / IGF-1, que lleva a la activacion de genes
relacionados con el envejecimiento y el estrés del nematodo (7). De manera particular se ha encontrado que la

via de sefializacion similar a la insulina se conserva el nematodo y el humano (31).

Por ultimo, cabe resaltar la importancia que tendria el uso de C. elegans en el estudio de nuevas cepas
probiodticas y el conocimiento sobre los procesos que se llevan a cabo dentro de este organismo, puesto que ya se
conoce sobre el gran nimero de similitudes con los seres humanos, lo que es util al momento de llevar estos
resultados a una escala clinica. Lo anterior es apoyado igualmente por Liu H et al mediante el articulo titulado
“Lipid metabolic sensors of MDT-15 and SBP-1 regulated the response to simulated microgravity in the intestine
of C. elegans” en donde se usa el nematodo como modelo de microgravedad en relacion con sensores
metabdlicos lipidicos que también son relevantes en la investigacion de los efectos intestinales dados por los
probidticos, lo anterior refuerza la idea de que la dieta de C. elegans influye de manera contundente sobre su

desarrollo (36).

MARCO REFERENCIAL

1.1. Probioticos

El término probiodtico significa a favor de la vida, es decir, se les conoce como probiodticos a aquellos
microorganismos que pueden atribuir beneficios al consumidor y aunque en un principio se reconocieron so6lo a
las bacterias como probidticos, con el pasar del tiempo se reconocieron otros microorganismos que al igual que
estas cumplian una funcién importante dentro del mantenimiento de la vida. Eli Metchnikoff, fue el primer
investigador en darse cuenta del beneficio de estos microorganismos (cientificamente hablando, ya que en la
antigliedad ya eran utilizados los probioticos para la produccion de alimentos), afirmando que la relacion
dependiente que teniamos con los microorganismos intestinales hacia posible adoptar medidas que ayudaran a
modificar la flora intestinal en caso de que esta no fuera 1til en el cuerpo (2), lo que llevo, afos después, a pensar

en como utilizar terapéuticamente estos microorganismos.
2.2 Seleccion de probiéticos

Como se menciond anteriormente los probidticos son un grupo microorganismos que administrados en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para el huésped, por lo que es necesario que se le realicen estudios
donde se muestre la utilidad y los requerimientos necesarios para la implementacion de los mismos en un

tratamiento humano, con el fin de asegurar la inocuidad del producto al momento de ser suministrado; es por ello
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que la Food and Agriculture Organization (FAQO) y la OMS recomiendan una serie de directrices para la

seleccion de probidticos, al igual que la seleccion de los alimentos que los van a transportar o el medio en que se

van a consumir, ya que estos son importantes en la accion que el microorganismo desarrollaran al momento de

entrar al organismo, lo que se menciona en un articulo publicado en 2006 por la FAO (2). Los requerimientos

para la implementacion de un microorganismo como probiodtico se mencionan en el articulo en Farmacia abierta

en 2017 (12), en el que cabe resaltar los siguientes puntos:

Identificacion: Una buena identificacion es necesaria, ya que no todas las cepas de una misma especie

tienen el mismo funcionamiento por lo tanto no todas podran ser consideradas como probioticas.

Factor de virulencia: Uno de los parametros mas importantes al momento de establecer un
microorganismo probidtico es garantizar que este no posea mecanismos de virulencia o que produzca
sustancias dafiinas para el huésped, lo que es importante al momento de considerar la microbiota normal
como potencial probidtica, debido a que como se han visto en diferentes estudios algunos organismos de
la flora normal pueden llegar a desarrollar infecciones en caso de disbiosis o déficit en el sistema

inmune.

Géneros reconocidos: segin la Food and Drug Administration (FDA) y la European Food Safety
Authority (EFSA) los géneros mas representativos dentro del grupo de probioticos son los lactobacilos y
las bifidobacterias, ya que poseen una gran cantidad de cepas sin actividad virulenta; sin embargo,
estudios recientes muestran otro tipo de microorganismo que también tiene una actividad probidtica

potencial (35).

Evaluacion clinica: A pesar de que los ensayos in vitro son necesarios para la evaluacion del
mecanismo de accion de los probidticos siempre serd necesaria la evaluacion del microorganismo en el
ser humano, sin olvidar que este punto de la investigacion solo sera posible luego de ensayos en otros
modelos de estudio que garanticen o aporten una vision mas amplia de la posible reaccion del producto

en el organismo.

Tolerancia al medio: Al ser un producto consumible via oral es importante que el probidtico sobreviva
a las sustancias intestinales presentes en el tracto digestivo, con el fin de garantizar que el

microorganismo prolifere y llegue a la diana terapéutica cumpliendo asi el objetivo esperado.

Concentracion adecuada: Por ultimo, es importante resaltar el concepto de probidtico establecido por
la OMS donde menciona que el microorganismo causara beneficio al huésped, si se administra una
cantidad adecuada del producto, esto debido a que una cantidad muy pequena podria no cumplir con el
objetivo del probidtico y una cantidad muy elevada podria llegar a desequilibrar la composicion normal
de la flora intestinal; cabe resaltar que estas concentraciones por lo general rondan en el orden de cien a

mil millones de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) (13).
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2.3 Lactobacillus spp uno principales géneros probiotico

Uno de los géneros bacterianos con mayor diversidad de cepas benéficas y de gran importancia clinica en la
actualidad es Lactobacillus, corresponde a < 1% de las bacterias que colonizan el intestino humano y hasta un
6% del microorganismo en el duodeno. Se ha visto que diferentes cepas de Lactobacillus han tenido una
influencia significativa no solo en enfermedades intestinales, sino también en la modulacion del sistema inmune
e incluso en el mejoramiento de las condiciones presentadas en algunas enfermedades neurodegenerativas, esto
gracias a su mecanismo de accion que se resume en adhesion intestinal y produccion de bacteriocinas que
contribuyen a la eliminacion de patogenos en el intestino, ademas también pueden intervenir en la sintesis de

vitaminas, metabolismo de sales biliares y sintesis de interleucinas o linfocitos Th — 17 (12)(14).

Clasificacion de Lactobacillus

Homofermentativos Homofermentativos facultativos Heterofermentativos
| |

L. delbrueckii L. plantarum L sime

L. acidophilus L. casei L. buchneri

L. acidophilus L. sake L. reuteri
L. curvatus L. fermentum
L. bavaricus L. brevis
L. rhamnosus L. bifermentans

Figura 1. Clasificacion de Lactobacillus segun el tipo de fermentacion. Se muestra la clasificacion de las

especies de Lactobacillus dependiendo del tipo de fermentacion. Tomado de Saenz, et al. (5)

El género Lactobacillus se caracteriza por ser bacilos cortos o cocobacilos Gram positivos, catalasa negativa,
aerotolerantes, productores de acido lactico a través de la fermentacion de azucares, caracteristica de gran
utilidad en la industria de alimentos y por la cual se realiza la identificacion de especies, ya que la fermentacion
de los azlicares es diferente entre algunas de ellas; Ademas, para la identificacion de especies se usan pruebas de
crecimiento a diferentes temperaturas, supervivencia a pH definido o resistencia a diferentes concentraciones de
NaCl. Cabe resaltar que en 2009 Hammes y Hertel dividieron el grupo de Lactobacillus en tres subgrupos (como
se ve en la figura 1); homofermentativos, aquellos que fermentan Unicamente hexosa; heterofermentativo
facultativo, fermentan hexosas a través de la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) al igual que el grupo anterior,
pero son capaces de degradar pentosas y gluconato a través de la via de las pentosas fosfato; por tltimo, los

heterofermentativos obligados, que son aquellos que fermentan hexosas obteniendo acido lactico, acético, (o
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etanol) y CO2 (5)(6).

Es importante mencionar que, si bien una sola especie de Lactobacillus proporciona buenos resultados en
diferentes estudios, la accidon conjunta de varias cepas ha demostrado mayores beneficios, ya que la sinergia
entre ciertos microorganismos, aumenta la respuesta metabolica y fisioldgica del cuerpo para obtener efectos

mas efectivos (10).

2.4 Longevidad de C. elegans y probidticos

Como ya hemos visto C. elegans, resulta ser un modelo prometedor en el estudio de probidticos y con ello la
investigacion dirigida a la extension de la vida ttil por medio de estos microorganismos; uno de los ensayos mas
comunes en viabilidad es la longevidad, la cual, es una prueba en la que se mide el tiempo de vida del nematodo
bajo una determinada situacion (en el presente caso la longevidad frente al tratamiento probidtico); con respecto
a esto, una de las ventajas que tiene C. elegans, es que la mayor parte de su poblacion es hemafrodita, lo que
permite la obtencion de poblaciones isogénicas. Cabe mencionar, que en los ensayos en donde se evaltan los
efectos de la dieta en el nematodo, los medios liquidos son ideales debido a la homogeneidad que proporcionan,
sin embargo, presentan un inconveniente en la manipulacion de las larvas por lo que es recomendable el uso de
medios de cultivo solidos, pero alimentacion liquida y no por medio de siembra en boton (Inoculacion de la dieta

bacteriana en forma sélida) (12).

Otro aspecto importante en la longevidad de C. elegans, es la determinacion de muerte de las larvas, una de las
técnicas que mas se usa es muerte por inactividad, lo que se hace es tocar las larvas con un “pic” (objeto similar
a un asa bacteriologica, pero mas pequefia y hecha de alambre delgado o de vidrio) y aquellas que no se muevan
se clasifican como muertas, sin embargo, puede existir la posibilidad de un estadio dauer que sesgue los
resultados del analisis usando esta técnica (24); otra técnica, que también es recomendada es el uso de tintes
fluorescentes, como SYTOX, que tifien los gusanos muertos al penetrar en la membrana celular y emiten sefales

fluorescentes para facilitar el recuento (12).

2.5 Modelos para el estudio de probidticos

En la actualidad se conocen diferentes alternativas para el estudio de los probidticos, como nematodos, moscas y
polillas, que proporcionan ventajas frente a los animales vertebrados usados en las primeras etapas de la
investigacion. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, con respecto a los probioticos, un aspecto de relevancia
seran las estructuras intestinales y la dieta del modelo a elegir; con respecto a esto, los nematodos,

especificamente C. elegans posee caracteristicas mas tutiles en comparacion a los demas modelos (23).
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2.5.1 Caenorhabditis elegans como modelo de estudio en diferentes enfermedades.
El nematodo C. elegans pertenece al reino animal, vive normalmente en tierra, mide aproximadamente 1 mm de
longitud y su ciclo de vida para llegar a la cuarta etapa larvaria es de alrededor de 2 dias, anatomicamente esta
conformado por estoma (boca), faringe, intestinos, ovarios, oviductos, Utero y una cuticula de colageno; su cepa
(organismos que provienen de la misma especie pero que comparten al menos una caracteristica o variante
genética) de referencia es conocida como Bristol, N2 o silvestre, la cual presenta miembros hermafroditas
autofecundacion y machos (35). Este nematodo se alimenta de bacterias, las cuales influyen en la fisiologia del
nematodo por medio de los metabolitos, lo que resulta ser una ventaja al momento de estudiar una cepa
probioticos; ademas de ello, la transparencia de su cuerpo facilita el monitoreo de las bacterias ingeridas y la
observacion de marcadores de envejecimiento, asi como de acumulos de grasa mediante coloraciones intra o

extra intestinales.

Es importante destacar que el manejo y/o cambio en la dieta de C. elegans no va a comprender un reto sencillo,
pues al igual que el ser humano, estos organismos varian seglin su entorno y preferencia alimenticia. Es por esto
que algunos estudios tienen por objeto eliminar completamente o parcialmente la proliferacion de las bacterias
que sirven de alimento para los nematodos, con el fin de evaluar el efecto que esto tendria sobre la salud y
comportamiento de los mismos. De hecho, en algunos casos no solamente disminuyen la replicacion de las
bacterias, sino que también evaluan la afinidad que tienen por bacterias que han sido metabdlicamente
inactivadas con diferentes tratamientos como el paraformaldehido y la diferencia que tendria cuando el alimento
consiste en microorganismos con capacidad proliferativa (37). En este trabajo como ensayo menor, se determind

la preferencia de los nematodos por el estado de las bacterias que se implementaron en la dieta.

Por otro lado, C. elegans posee un gran panel de mutantes que contribuyen al estudio de diferentes
enfermedades. En el presente estudio se utilizd la cepa mutante AX1410, la cual posee una mutacion en el
cromosoma X, alelo db99, gen que codifica para el neuropéptido FLP-18 el cual interviene en funciones motoras
y de busqueda de alimento del nematodo, dicha mutacién causa un acumulo excesivo de grasa el cual reduce
notablemente su desplazamiento y con esto, se afecta su calidad de vida y la prolongacion de la misma (22).
Debido a esto, la cepa mutante AX410 es util para evaluar el efecto que tendrian los probiodticos a nivel
intestinal, ya que nos permite evaluar a Lactobacillus en condiciones patoldgicas o desfavorables para el
desarrollo del nematodo. Lo anterior debido a que se ha evidenciado que diferentes cepas probidticas tienen la
capacidad de influir sobre el metabolismo de los lipidos y a su vez en aquellas funciones biolégicas que requiere

un alto gasto energético (11).

3. DISENO METODOLOGICO
Con base en el problema planteado y cumpliendo con los objetivos propuestos, en el presente estudio se
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realizaron una serie de ensayos; en primer lugar se realizo la obtencion y mantenimiento de las cepas de trabajo,
es decir, cepas de Lactobacillus y de C. elegans obtenidas en Caenorhabditis Genetics Center (CGC por sus
siglas en ingles), luego se realizo la determinacion de la concentracion ideal del probiotico, es decir, aquella en
la que el nematodo puede crecer en condiciones Optimas sin causarle dafio y con base en ello, se establecieron las

diferentes dietas a las que fue expuesto el nematodo.
Grupo 1: Cepa AX1410 de Caenorhabditis elegans

Subgrupo A: Control, placas de agar Medio de Crecimiento de Nematodos (NGM) con C. elegans
alimentados con E. coli OP50

Subgrupo B: Dieta desde larvas L1 con L. rhamnosus (L.r)
Subgrupo C: Dieta desde larvas L1 con L. plantarum (L.p)

Subgrupo D: Dieta mixta, desde etapa L1 alimentacion con E. coli OP50 y cambio de dieta en etapa L4
L. rhamnosus (Lr Mx)

Subgrupo E: Dieta mixta, desde etapa L1 alimentacion con E. coli OP50 y cambio de dieta en etapa L4 a
L.plantarum (Lp Mx)

Grupo 2: Cepa N2 de Caenorhabditis elegans

Los subgrupos fueron los mismos a los mencionados con anterioridad, con la diferencia que en este

grupo se usa una cepa silvestre.

3.1 Cultivo y mantenimiento del nematodo

C. elegans AX1410 y N2 se cultivaron en medio NGM inoculado con E. coli OP50 (Dieta estandar), a
temperatura ambiente (25°C aproximadamente), realizando pases cada ocho dias por corte de pluck o pase

individual.
3.2 Cultivo y mantenimiento de bacterias probidticas

Se inici6 con el aislamiento de cepas de Lactobacillus del probiotico comercial Jarro-Dophilus EPS de la

- ., , . 9 . .
farmacéutica Jarrow formulas; su presentacion en capsulas de 48 mg, contiene 5X10° de microorganismos de
por unidad, en la misma se integran 5 especies de Lactobacillus, 2 especies de Bifidobacterium y 1 cepa de

Lactococcus.

Del producto comercial, se procedio a realizar restablecimiento de biomasa en medio Brain heart infusion (BHI)
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con tres quintas partes de una capsula del producto, durante 24 horas a 37 °C y en agitacion, posteriormente se
procedid a realizar coloracion de Gram de caldo BHI y del mismo cultivo en tres placas petri con agar sangre,
tres placas con agar nutritivo, dos placas con agar MacConkey, dos placas con agar Mueller-Hinton, dos caldos
de medio Mueller-Hinton, tres placas con agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y un tubo con agar MRS

sembrado por técnica pico de flauta.

Tabla Nutricional

Porcion diaria: 1 capsula Porciones por envase: 15

Mezcla de bacterias probiodticos (5 millones células | 48 mg

viales)

Integrado por las siguientes cepas

- Lactobacillus rhamnosus Ro011 - Lactobacillus casei Ro215

- Lactobacillus helveticus (L. acidophilus) Ro052 - Lactobacillus bulgaricus Ro1009

- Lactobacillus plantarum Rol1012 - Lactococcus lactis spp. Lactis R1058
- Bifidobacterium longum BB536 - Bifidobacterium breve Ro070

Tabla 1. Tabla nutricional del probiotico Jarro-Dophilus EPS. La tabla muestra la composicion microbiolégica

del probidtico Jarro-Dophilus EPS.

Con el fin de recuperar y aislar cepas de Lactobacillus, se identificaron y seleccionaron macroscopicamente por
morfologia de colonias y microscopicamente por coloracion de Gram los microorganismos de interés, de igual
forma se realizaron repiques cada dos dias en medio MRS incubado a 37°C por 48 hrs, almacenando cada

repique a 4°C aproximadamente, para el aislamiento total de las cepas.
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Probiotico Jarro-Dophilus EPS ' parte de la capsula en 2
1 ml de caldo BHI

Recuperacidn de cepas por 1
rehidratacion de hofilizado Bacilos, gram
Lactobacillus v Bifidobacterium 1

positivos, no
| productores de esporas

| |
Anaerobio facultativo |
l Anaerobio esiricto

Crecimiento en MES de colonias blancas l
COH1 BSPEClD STRMOS0 U GPaco, Con
tamanios vanables

Bifidobacterium no
crecerd a 37°C en

— presencia de oxigeno.

[dentificacion final de cepas mediante variabilidad de

fermentacion de azicares o por métodos automaticos

Figura 2. Aislamiento e identificacion de Lactobacillus, mediante la recuperacion bacteriana de probidtico
multicanal comercial. Se observa el protocolo realizado para el aislamiento de cepas probidticas de interés en el

probidtico Jarro-Dophilus EPS, cuyo resultado se encuentra en el anexo 1.

Por otro lado, a causa de la dificil recuperacion y aislamiento de bacterias en el proceso anterior, en el presente
estudio se decidio utilizar cepas ATCC donadas al grupo de investigacion de biotecnologia y genética congeladas
en crioviales. Para los ensayos se descongelaron y se mantuvieron en agar MRS, se realizd una verificacion
taxonomica mediante Vitek y control de pureza mediante tincién de Gram. Las cepas fueron congeladas en caldo

MRS con 20% de glicerol a una temperatura de -80° C.
3.3 Sincronizacion del nematodo

Para empezar el tratamiento y analisis del nematodo se sincroniz6 a C. elegans en etapa larvaria L1 - L2, de esta
manera, se tomo una placa de agar NGM que contiene larvas gravidas de C. elegans y se lavaron con 2 ml de
tampon M9; luego se centrifugé a 4000 rpm durante 3 min en un tubo de microcentrifuga y se descart6 el
sobrenadante. Posteriormente se afiadieron 100 pl de solucion blanqueadora y se agité de forma manual durante
4 min, luego se centrifugd 3 min a 4000 rpm descartando el sobrenadante. Después, se realizaron dos lavados
con tampon M9, seguido de centrifugacion a 4000 rpm durante 3 min; finalmente, se transfirio el pellet del

ultimo lavado en un medio NGM sembrado con dos botones de la bacteria segun el grupo y subgrupo de estudio.
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Figura 3. Flujograma del protocolo de sincronizacion utilizado en la investigacion. Se observa el protocolo

usado en la sincronizacion del nematodo.

3.4 Determinacion de la concentracion ideal del probidtico.

Para determinar la concentracion ideal del probiotico, en primer lugar, se realizé una revision bibliografica de

articulos que mencionan la administracion de diferentes cepas probidticas al nematodo C. elegans, con el fin de

determinar concentraciones posibles en el tratamiento.

Autor

Concentracion probiodtica

Grompone, G et al. 2012

4 x 10° células / Ml

Kim Y. y Mylonakis E. 2012.

2,0 x 10° UFC / ml = 500 pl

Kamaladevi A, Balamurugan K. 2016

3x 10° UFC / ml

Azat R, et al. 2016

1 x 10® UFC/ ml

Pluta R, et al 2017

1 x 10° UFC / ml

Sharma K, et al. 2019

1 x 10° UFC / ml

Meng Y, et al. 2019

5x 10° UFC/ ml

Tabla 2. Consolidacion de articulos para la determinacion de posibles concentraciones en el tratamiento

probiotico.
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Posterior a esto, se determinaron 3 concentraciones posibles en el tratamiento basadas en la frecuencia y en los
resultados observados en cada articulo, realizando posteriormente las suspensiones en agua destilada teniendo
como referencia escalas McFarland 0.5, 0.7 y 1 que corresponden a 1.5 *10"8 UFC/ml, 2.25 *10"8 UFC/ml y 3
*10"8 UFC/ml respectivamente, dichas suspensiones se confirmaron en VITEK DENSICHEK de BioMérieux.

“Los probioticos son aquellos microorganismos

vivos que gcuando son administrados en una (" Determinacién de )
v, - ecuada ejerce; pfec Cios \_ concentracion ideal )/
sobre la salud del huésped™

Revision bibliografica de articulos relacionados
con probidticos y Caenorhabditis elegans

Se escogieron concentraciones de 1.5 *10"8

UFC/ml, 2.25 *10°8 UFC/ml y 3 *10"8 UFC/ml, Transferencia de larvas L4-Adultas
- s [
correspondientes a escalas Macfarland de 0.5, 0,7 y jovenes a cajas de petri
I respectivamente. I
I Lecturas a las 48 hrs
e |
——
(__//" Parametros \\_:,
*‘l-.i_‘ evaluados _—
Reproduccion l | Movilidad ‘ ‘ Longitud ‘ ‘ Grosor

Figura 4. Flujograma para el ensayo de concentracion ideal del probidtico, en base a la normativa
establecida por la FAO/OMS. Se detalla el protocolo realizado en el ensayo de concentraciones, especificando

los parametros evaluados.

La determinacién de la concentracion ideal del probidtico, se realizd mediante la observacion de cuatro
parametros, importantes en el desarrollo éptimo del nematodo, como lo fueron, longitud, grosor, reproduccion y
movilidad. La exposicién con probiodticos durd 48 hrs, partiendo de 5 larvas en etapa L4 por caja, con el fin de

evaluarlos en etapa reproductiva.

Para evaluar la reproduccion se realizé un conteo (por duplicado) de larvas utilizando una cuadricula realizada
en el exterior de caja de la caja petri. La movilidad del nematodo se determiné contando ondas por minuto, es
decir un movimiento ondulatorio completo de las larvas observadas en un estereoscopio EUROTECH en objetivo
10X; finalmente, se midid el ancho y largo de tres larvas por cada dieta mediante la observacidon en microscopio

de reticula en objetivo 10x.

3.5 ENSAYO DE PREFERENCIA ALIMENTARIA

Una vez en mantenimiento las bacterias y los nematodos, se llevd a cabo un ensayo menor, para determinar en

qué estado se incorpora la dieta, para esto:

1) A partir de agar MRS, se inoculdé 1 colonia de L. rhamnosus y L. plantarum en 3 mL de caldo MRS,
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posteriormente se incubaron a 37°C por 48 horas.
2) Se llevé a la autoclave (3.5 kg/cm?, 147 °C)
3) Después se centrifugd 3 minutos a 4000 rpm y se descart6 el sobrenadante

4) Se realizaron las escalas McFarland establecidas para cada cepa de nematodo a partir del sedimento,
utilizando VITEK DENSICHEK de BioM¢érieux. En paralelo se realizaron escalas McFarland

con los microorganismos vivos de cultivos recientes.

5) Sobre la base de cajas petri de 6 ml, se realizé una cuadricula de manera que se observen 4

cuadrantes iguales y se calcul6 el punto medio de cada cuadrante.

6) Sobre cada punto medio se sembré un césped de 20ul en cada cuadrante, asi, en los cuadrantes 1y 3 se
inoculd L. rhamnosus metabdlicamente activo y en los cuadrantes 2 y 4, con la bacteria muerta, asi
mismo para L. plantarum en cajas petri con el microorganismo vivo y muerto. De esta manera se obtuvo
para C. elegans AX1410 6 cajas petri (3 para L. rhamnosus y 3 para L. plantarum) y de la misma forma

para N2. El ensayo se realiz6 por triplicado.
3.6 Determinacion de la vida til del nematodo frente al tratamiento probiodtico

Para la determinacion de la vida 1til de C. elegans se toma en cuenta la literatura consultada, en donde se
evidencia que la misma esta relacionada con el nivel de estrés oxidativo que se presente y a su vez se determina

la longevidad del mismo frente al tratamiento probiético.

A. Ensayo de longevidad en C. elegans expuesto a Lactobacillus spp.
Con relacion a la longevidad del nematodo se usa el protocolo establecido por la Universidad Colegio

Mayor de Cundinamarca, donde se establecen los siguientes pasos:
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Ensayo relacionado con la biologia con énfasis celular v a nivel de drganos. Permite determinar que efecto se
produce en el nematodo tras la exposicion por un estimulante, en este caso, bacterias del género Lactobacillus.

de nematodos

2. Se realiza sincronizacion

I

l

3.Para ambas cepas (N2 y AX1410) se
establecen las siguientes dietas.

Control E.coli

Probiotico 1

Probiotico 2

Dieta Mixta-1

Dieta Mixta-2

il

| Frecuencia de la
| dieta cada 7 dias

Longevidad

Se parte de cajas petri con C. elegans de
cepas N2 v AX1410 alimentados con E. coli
OP50

4.Se Registra el dia v la hora al final de la
smeronizacién. y registro de todos los dias
hasta finalizar longevidad

5. Se seleccionan nematodos L4 y se

Se empiezan a realizar pases de los

nematodos seleccionados de cada grupo

de analisis

1 Se registran por Dia la

hacen pases a medio NGM

6. El subgrupo con dieta mixta se cambia

—r en el momento de encontrarse en estadio

larvario L4

7. Al morir el Gltimo nematodo, se

|
[ " E
I supervivencia de cada nematodo | calcula el promedio de tiempo de vida

para cada grupo de analisis.

Figura 5. Procedimiento de longevidad para C. elegans cepas N2 y AX1410. Se muestra el protocolo usado

en el ensayo de longevidad, en donde se inicid6 con una sincronizacién de las larvas, posteriormente se

establecieron los grupos de analisis y se inici6 dieta segin fue el caso, finalmente se transfirieron diariamente los

nematodos hasta la muerte, realizando la respectiva consignacion de los datos.

Por otro lado, se evalud la resistencia al estrés térmico, con el fin de evidenciar la efectividad del tratamiento con

probiodtico en comparacion con una dieta estandar; dicho ensayo se realizdo mediante la exposicion de larvas L4 a

las diferentes cepas de Lactobacillus hasta llegar a un estadio adulto, posteriormente se expusieron a 37°C por 8

hrs, realizando lecturas cada hora.

Transferencia de 15 larvas L4 a
cajas nuevas seglin sea la dieta

Incubar a temperatura ambiente

2

por 24 hrs

Estrés térmico

Exponer las larvas a 37°C por 8
horas, realizando lectura cada hora

3

La muerte de las larvas se determina
mediante estimulacion con asa

4

caliente

Figura 6. Ensayo de resistencia al estrés térmico. Se observa el procedimiento realizado para la evaluacion de

estrés térmico en las diferentes cepas del nematodo tras la exposicion de larvas en el sexto dia de adultez con los

probidticos evaluados.
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3.7 Observacion de cambios a nivel intestinal del nematodo frente al probidtico

Con respecto a los cambios intestinales se evalud la acumulacidon de grasas, para lo cual se propuso la siguiente

tincion:

A. Acumulacion de grasas: Se pretende usar la tincion de rojo de Nilo para determinar la cantidad de grasa
acumulada en el nematodo tras la exposicion con el probidtico. Dicha tincion consiste en tener
nematodos C.elegans en cultivo , en este caso medio NGM , posteriormente al llegar todos los grupos
de analisis al estadio larvario L4 y etapa adulta , se suplemento su dieta con rojo de Nilo con el fin de
tefiir las gotitas de lipidos presentes en las células intestinales observadas bajo un microscopio de
fluorescencia y comparando los nematodos alimentados con probidticos respecto al control que indica

como se debe observar la acumulacion de grasas y correlacionar estos resultados con el ensayo de

longevidad.
Tincién de Lipidos intestinales El rojo de nilo es un colorante con fuerte
————————— - A . m = - - -] afinidad por las moléculas lipidicas, en este
. . . o 1 con RO-IO de Nilo caso lipidos intracelulares para producir una
1 El rojo de nilo se incorpora a | fluorescencia

| dieta para cada grupo de |
| analisis en estadio larvario L4 |

Estandarizacion protocolo

Suplementar en dieta seglin sea el grupo de estudio para
las dos cepas

AX1410 ) === = — == - Se realizan 3 repeticiones de
coloracién para cada grupo de analisis

Probidtico Probidtico .
1 2 | e e - - Probidtico Probidtico

1 2

I . .
I Lectura en microscopio de |
— fluorescencia y recoleccion de be———

Dieta Dieta | resultados | -
estandar Mixtaly2 [ | 0 e e e e o o - o - - - J Dieta Dieta
- estandar Mixta 1y 2

Figura 7. Protocolo tincion de lipidos intestinales con rojo de Nilo. Se observa el protocolo realizado para la
evaluacion cualitativa de la acumulacion de grasa en C. elegans; se tomaron nematodos que se encontraban en su
sexto dia de adultez, seguidamente se tifieron con el colorante rojo de Nilo, para su observacion las muestras
fueron llevadas a lectura por microscopio de fluorescencia (495 nm) y se recolectaron la evidencias en

fotografias de alta resolucion. Este ensayo se realizé por triplicado.
3.8 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente en el programa GraphPad Prims Version 9.3.1, en el cual se
realizaron dos tipos de test, el primero One-Way Anova para comparar los datos obtenidos entre las dietas. Y el
segundo, Gehan-Breslow-Wilcoxon test para el analisis de supervivencia como longevidad y estrés térmico. La

significancia estadistica fue determinada por un p= 0.05 en el primer test y un p= 0.6132 en el segundo, siendo
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significativo si el valor de p era menor o igual segun sea el caso a evaluar.
4. RESULTADOS

Con el fin de evaluar los efectos intestinales y cambios de longevidad producidos en C. elegans cepa mutante
AX1410 y cepa silvestre N2 tras la exposicion con L. rhamnosus 'y L. plantarum se realizo el reconocimiento de
los diferentes estadios larvarios de las dos cepas y se realizd una comparacion, seguida de la definicion de la
concentracion ideal, identificacion de cambios en la vida de los nematodos y la resistencia al estrés térmico, para
finalizar con la evaluacion cualitativa de la acumulacion de grasas intestinales. Cabe mencionar que, en el
proceso de aislamiento bacteriano proveniente del producto comercial, los microorganismos fueron susceptibles
a contaminacion e inestables en cuanto al mantenimiento, por lo cual, se usaron cepas ATCC probidticas
evaluadas en el estudio en este estudio fueron donaciones al proyecto y entregadas en crioviales conservados a
-80°C. Una vez obtenidas, fueron caracterizadas taxonémicamente en el laboratorio y se realizaron tinciones de

Gram, como un control de calidad de pureza.

4.1 Identificacion de los estadios larvarios de C. elegans

Dentro del proceso de cultivo y mantenimiento de los nematodos, se realizo la diferenciacion de estadios
larvarios de las cepas N2 y AX1410 con el fin de caracterizar fisiologica y fenotipicamente las dos cepas antes
de realizar los ensayos. Una vez realizada la sincronizacion, los huevos se colocaron en medio NGM con E coli
OP50, a las 8 horas eclosionan los huevos llegando a etapa larvaria L1, en donde se observo una larva de
aproximadamente 250 um que no permite diferenciar ningin érgano interno; 8 horas después se alcanzo el
estadio larvario L2 con un alargamiento del cuerpo y se empiezan a diferenciar los 6rganos internos; luego de 6
horas el nematodo se encontréo mas grande con complejidad interna mas detallada, es decir, que se encontraba en
etapa larvaria L3; posteriormente, al pasar 6 horas se observaron larvas de mayor tamafio, asi mismo, se
aprecian estructuras internas desarrolladas como la vulva y el es6fago por lo cual se determina el estadio L4,
fase donde inicia el ciclo reproductivo en el que se alcanza un tamafio aproximado de 1,5 mm, llegando al

estadio adulto joven 10 horas después, lo que se puede observar en la figura 8.
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Figura 8. Ciclo de vida de C. elegans cepa silvestre N2. Después de la sincronizacion, las cepas fueron
cultivadas en agar NGM con E. coli OP50 a temperatura ambiente (25°C aproximadamente). Se observan los

diferentes estadios larvarios de la cepa silvestre C. elegans N2 en un aumento de 10X. Elaboracion propia.

Al comparar los tiempos de duracién de cada una de las etapas larvarias se pudo observar una diferencia
estadisticamente significativa entre ambas cepas; se logré evidenciar que los huevos de la cepa mutante
AX1410 prolongan su tiempo de eclosion alrededor de 2 horas en comparacion con la cepa silvestre N2, tiempo
que se mantiene en las etapas larvarias posteriores, lo que quiere decir que demora 10 horas mas en llegar a su

etapa reproductiva (Gréfica 1).
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Estadios larvarios

Grifica 1. Diferencias entre tiempos de duracion de los estadios larvarios de la cepa N2 y AX1410. Se
observa la duracion de los estadios larvarios de la cepa Bristol N2 (barra color negro) y cepa mutante AX1410
(barra color gris). Se observa una diferencia estadisticamente significativa de 2 hrs en cada estadio larvario
finalizando con una acumulada de 10 hrs al terminar el ciclo (**** p = 0.0001). El ensayo se realizd por
duplicado y fue evaluado mediante la prueba 2 way ANOVA.
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Por otra parte, al comparar la morfologia de las cepas del nematodo, siendo observadas bajo un microscopio con
reticula, las larvas adultas de la cepa AX1410 presentan el doble de diametro (aproximadamente 1 mm) al de las
cepas adultas de N2 (0.5 mm aproximadamente), lo que puede asociarse a la acumulacion excesiva de grasa que

posee la cepa mutante.

4X 41X
—_— —

w\\‘ D .

Figura 9. Diferencias morfologicas entre las cepas AX1410 y N2 del nematodo C. elegans. Se observan
larvas adultas de la cepa silvestre N2 que muestran un grosor de aproximadamente 0.5 mm (A-B). Las larvas
adultas de la cepa mutante AX1410 presentan un grosor de aproximadamente 1 mm (C-D). Imagenes observadas

en un aumento de 100x, microscopio 6ptico con reglilla.

4.2 Concentracion optima de L. rhamnosus y L. plantarum incorporados en la dieta de C. elegans

Para evaluar si L. rhamnosus y L. plantarum afectaban la vida 1til del nematodo se determino la concentracion
optima que se debe administrar a los nematodos, siguiendo el principio establecido por la FAO/OMS que
establece que los probidticos “son microorganismos administrados en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio al huésped”. Inicialmente, se realizd la activacion de las cepas y mantenimiento en medio MRS. La
evaluacion fue realizada por medio de cuatro parametros importantes en la vida util de los nematodos
(reproduccion, movilidad, longitud y grosor). Los nematodos de las dos cepas de C. elegans fueron expuestos a

tres concentraciones de probidticos representadas seglin la escala de McFarland (0.5-0.7-1.0).

Es asi, como se observo que para L plantarum, la concentracion ideal para N2 fue de 0.5, segun la escala de
McFarland, ya que se evidenci6 una mayor reproduccion (aproximadamente 7 larvas) y movilidad
(aproximadamente 21-22 ondas por minuto). Sin embargo, la longitud y grosor no mostraron diferencias
estadisticamente significativas Figura SC-5D. Para L. rhamnosus a pesar de que tuvo una mayor reproduccion en
la escala 1 estadisticamente significativa, al analizar los demas parametros en esta concentracion los cambio no

fueron significativos, por el contrario, la movilidad y la reproduccion de N2 con L. rhamnosus mostraron menor
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variabilidad en 0.5 McFarland.
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Grafica 2. Evaluacion de los parametros de reproduccion, movilidad, longitud y grosor de la cepa N2 de
C. elegans a diferentes concentraciones del probidtico. (A) Reproduccion de la cepa luego de 48 hrs de
exposicion a los dos probioticos, se observo una aumento estadisticamente significativo en la reproduccion, en la
concentracion 0.5 McFarland con la dieta de L. plantarum (* p = 0,0034); (B) Movilidad, se observo una mayor
movilidad en la concentracion 0,5 estadisticamente significativa en cepa de L. plantarum ( p= 0,0209); (C-D) en
los parametros de longitud y grosor del cuerpo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Los

ensayos se realizaron por duplicado y se evaluaron mediante una prueba 2 way ANOVA.

Para la cepa AX1410 se observod que la concentracion ideal fue de 0.7 escala Mcfarland, mostrando una mayor
reproduccion en comparacion a las demas concentraciones, teniendo resultados estadisticamente significativos
en la dieta con L. plantarum (en promedio 150 larvas) y L. rhamnosus (55 larvas aproximadamente) después de
la alimentacion con el probiotico, y una mayor movilidad (en promedio 21-22 ondas por minuto) cuando fueron
alimentados con L. plantarum. Sin embargo, la longitud y el grosor no mostraron diferencias estadisticamente

significativas Figura 5C-5D.
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Grafica 3. Evaluacion de los parametros de reproduccion, movilidad, longitud y grosor de la cepa AX1410
de C. elegans a diferentes concentraciones del probiotico. (A) Reproduccion de la cepa mutante luego de 48
hrs de exposicion a los dos probidticos, en donde se observa una mayor reproduccion en la concentracion
McFarland 0.7 (IM), siendo estadisticamente significativo en la dieta de L. plantarum ( * p = 0.0421); (B)
Movilidad, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas; (C-D) Longitud y Grosor del cuerpo; se
observo una mayor longitud y grosor cuando la dieta se encontraba en concentraciones de 1y 0,7, sin embargo
esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Los ensayos se realizaron por duplicado y se evalud

mediante una prueba 2 way NOVA.

4.3 Preferencia de C. elegans por el estado de la dieta

Habiendo establecido el protocolo para determinar la afinidad de los nematodos por el estado de su alimentacion,
se evidencido que pasadas 24 horas de incubacion a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), la cepa
AX1410 con dieta por L. rhamnosus tenia preferencia en todas las réplicas por bacteria metabolicamente activa,

en promedio el 86.67% y en el caso de L. plantarum, el 93,33%.

Para la cepa N2 con L. rhamnosus, el 77,77% de larvas se encontraban en césped con bacteria viva, de manera
similar para la dieta con L. plantarum el 79,44% de nematodos fueron encontrados en césped con el
microorganismo vivo. Estos resultados de preferencia alimentaria podrian estar relacionados con el
comportamiento fisiologico de ambas cepas, es decir, inicialmente durante el mantenimiento y diferenciacion de
C. elegans, se observo que la cepa AX1410 tenia un movimiento mas lento comparado a la cepa silvestre N2
debido a su mutacion, como lo reporta el CGC. En este sentido se sugiere que el nematodo prefiere alcanzar un

microorganismo metabdlicamente activo que uno inactivo.
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4.4 Longevidad de C.elegans tras el consumo de concentraciones seleccionadas del probiético.

Una vez seleccionada la concentracion de los probioticos, se realizd la identificacion de cambios en la
longevidad del nematodo, sometidos a una dieta completa (desde el inicio del ciclo), y una dieta mixta (hasta
etapa L4, E. coli OP50 y a partir de esta el probidtico), teniendo como control una dieta con E. coli OP50
durante todo el ensayo. Inicialmente, se realiza una sincronizacioén de las larvas y se finaliza el ensayo con la

muerte de la ultima larva que se comprueba por estimulacion con asa o capilar.

En el caso de la cepa N2, se observd que tanto en la exposicion a dietas mixtas como a dietas completas las
larvas vivieron un tiempo menor (en promedio 28 dias) en comparacion con el control, que tenia unicamente
E.coli OP50 (37 dias), siendo estadisticamente significativo el tiempo en la dieta mixta con L. plantarum (Lp
Mx) (34 dias, figura 6B). Por otro lado, a pesar de que en la dieta completa con L. plantarum (Lp), las larvas
vivieron 27 dias (figura 6C), el descenso en el porcentaje de supervivencia fue similar a las demas dietas

completas, por lo que el andlisis estadistico no mostrd significancia para este caso.
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Grafica 4. Longevidad de C. elegans N2 tras la exposicion a dieta probiodtica. Se observa la probabilidad de
supervivencia de la cepa N2 frente a la dieta con probidticos. (A) Totalidad de las dietas implementadas en N2,
en donde se observa que ninguna de las dietas el nematodo supera el tiempo de vida con respecto al control (p=
0.1640). El comportamiento del nematodo con las dietas por separado se muestra en (B) dietas mixtas (p=
0.0466) y (C) dietas completas (p= 0,8258). El ensayo se realizO por triplicado y se evalué mediante

Gehan-Breslow-Wilcoxon test.
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A diferencia de la cepa N2, en la cepa AX1410 expuesta a la dieta mixta con L. rhamnosus, las larvas vivieron
un tiempo mayor (39 dias, figura 7B), comparado con control con E. coli OP50 (36 dias). Sin embargo, ninglin

resultado fue estadisticamente significativo.
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Grafica 5. Longevidad de la cepa mutante AX1410 de C. elegans frente a la exposicion con probioticos. Se
observa la probabilidad de supervivencia de la cepa AX1410 frente a las dietas. (A) Totalidad de las dietas
implementadas, se observa que la dieta mixta con L. rhamnosus y la dieta completa con L. plantarum superaron
el tiempo de vida con respecto al control (p= 0,9866). El comportamiento de las dietas por separado no fue
estadisticamente significativo, en (B) se observan dietas mixtas (p = 0,9237) y en (C) dietas completas (p=

0,9632). El ensayo se realizo por triplicado y se evalué por medio de Gehan-Breslow-Wilcoxon test.
4.5 Supervivencia al estrés térmico tras el consumo de L. rhamnosus 'y L. plantarum.

Dentro de la compresion de la longevidad de las larvas, se realizo el ensayo de resistencia al estrés térmico con el
fin de evaluar si las cepas probidticas ejercian un efecto positivo sobre la adaptacion del nematodo a posibles
cambios de ambiente, en este caso la capacidad de activar mecanismos de termotolerancia. Asi pues, en el caso
de los nematodos N2 se observo que ninguno de los grupos increment6 su resistencia frente al estrés térmico en
comparacion al control, teniendo en promedio mas del 50% de las larvas muertas a las 5 horas en todas las dietas
probioticas, lo que se correlaciona con la poca variabilidad de las dietas frente al control en el ensayo de

longevidad.
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Grafica 6. Supervivencia al estrés térmico en la cepa N2 tras la exposicion con L. rhamnosus y L.
plantarum. Se observa la probabilidad de supervivencia durante 8 horas a 37°C en la cepa silvestre de C.
elegans después de 48 hrs de exposicion al probidtico. La probabilidad de supervivencia del nematodo no fue
estadisticamente significativa (p= 0.4508), sin embargo, se muestra una disminucion con todas las dietas tras el
estrés térmico con respecto al control. Las dietas de L. plantarum y mixta L. rhamnosus, se muestran en una
misma linea, ya que tuvieron el mismo comportamiento. El ensayo se realizd por duplicado y evaluados por

medio del test de supervivencia Log- rank Mantel - Cox.

Por otro lado, en el caso de AX1410 las dietas completas con los probiodticos presentaron una mayor resistencia
al estrés térmico en comparacion al control, ya que transcurridas 8 horas de exposicion aliin se observan larvas
vivas, lo que podria sugerir una mayor capacidad de adaptacion en estas dietas, que en una dieta estandar con

E.coli OP50; sin embargo, cabe aclarar que dichos resultados no fueron estadisticamente significativos.
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Grafica 7. Supervivencia al estrés térmico en la cepa AX1410 tras la exposicion con L. rhamnosus 'y L.

plantarum. Se observa la probabilidad de supervivencia en la cepa mutante de C. elegans durante 8 horas a una
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temperatura de 37°C después de 48 hrs de exposicion al probidtico. La probabilidad de supervivencia del
nematodo no fue estadisticamente significativa (p= 0.395). Sin embargo, en el caso de las dietas completas se
observo que los nematodos superaron el tiempo de vida con respecto al control. La dieta de L. plantarum mixta y
control se muestran en una misma linea, debido a que tuvieron el mismo comportamiento. El ensayo se realizo

por duplicado y evaluados por medio del test de supervivencia Log- rank Mantel - Cox.

4.6 Evaluacion cualitativa de lipidos intestinales en C. elegans tras el consumo de L. rhamnosus y

L.plantarum.

Con el fin de determinar cambios en la acumulacion de lipidos intestinales tras el consumo de probidticos, se
realizé la tincion de larvas adultas jovenes por medio del colorante rojo de Nilo y visualizadas por microscopia;

en donde se analiz6 de forma cualitativa la cantidad de fluorescencia emitida en el intestino de los nematodos.

En el caso de la cepa N2, se puede observar un aumento de la fluorescencia en comparacion al control en todas
las dietas probioticas, en especial en las dietas de L.plantarum completa y dieta mixta con L.rhamnosus (figura
8D- 8F), lo que se podria correlacionar con la disminucion de las caracteristicas fisiologicas, como el

movimiento de dichas larvas.

Figura 10. Evaluacion cualitativa de la acumulacion de lipidos intestinales en la cepa N2 de C. elegans
tras el consumo de cepas probiodticas. La acumulacion de lipidos intestinales en el nematodo fue evaluada
mediante la coloracion de rojo Nilo. (A-B) Nematodos con dieta control, se observa una baja acumulacion de
grasa intestinal, evidenciada por fluorescencia. Contrario a lo observado en las dietas probidticas en donde
evidencia un aumento en la acumulaciéon de grasa a nivel intestinal, debido a una mayor fluorescencia en
comparacion al control. (C) Dieta mixta con L. plantarum, (D) Dieta completa con L. plantarum, (E) Dieta
completa con L. rhamnosus y (F) Dieta mixta con L.rhamnosus. Fotografias tomadas en microscopio de
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fluorescencia a una longitud de onda de 495 nm. (Elaboracion por autores).

Por el contrario, cuando se observa la cepa mutante AX1410 los niveles de fluorescencia a nivel intestinal
disminuyen notoriamente en los grupos con dieta probidtica, especialmente en el caso de la dieta mixta con
L.rhamnosus, reduciendo los acumulados de grasa en comparacion a los observados en el control; lo anterior,

también puede correlacionarse con un mayor tiempo de vida de las larvas como se observo en la figura 7B.

Figura 11. Evaluacion cualitativa de la acumulacion de lipidos intestinales en la cepa mutante AX1410 de
C. elegans tras el consumo de cepas probiodticas. La acumulacion de grasa intestinal en el nematodo fue
evaluada por medio de la coloracion con rojo de Nilo. (A-B) Nematodos con dieta control, se observa una alta
fluorescencia a nivel intestinal, lo que demuestra acimulos de grasa. Opuesto a lo observado en las dietas
probidticas en donde se evidencia una disminucion en los acumulados de grasa a nivel intestinal en comparacion
a la dieta control. (C) Dieta mixta con L.plantarum, (D) Dieta completa de L.plantarum, (E) Dieta completa de
L.rhamnosus, (F) Dieta mixta con L.rhamnosus. Fotografias tomadas en microscopio de fluorescencia a una

longitud de onda de 495 nm. (Elaboracion por autores).
5. DISCUSION

La salud intestinal ha sido un tema de interés en los ultimos afos, mantener su estabilidad es un reto para la
sociedad actual, mas atn cuando se ha visto que puede llegar a influir significativamente en la evolucion de
ciertas enfermedades, regulando procesos inmunoldgicos o estimulando la produccion de enzimas de
importancia (22). Es por ello, que los probioticos resultan ser una herramienta prometedora en la recuperacion de
condiciones intestinales ideales y en el mantenimiento de las mismas cuando se ven afectadas por procesos
patologicos o por el consumo de sustancias; sin embargo, como se pudo observar en los resultados del presente
estudio, una implementacion inadecuada o innecesaria de los probidticos puede resultar en una disminucion de la
calidad de vida de modelos bioldgicos, como se evidencié en el caso de la cepa silvestre N2, al verse

disminuidos aspectos como longevidad, reproduccion y resistencia al estrés térmico, contrario a los resultados
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reportados por Nakawaga, et al. (11)

Por otro lado, las cepas de los nematodos tuvieron comportamientos fisioldgicamente diferentes, se observo una
diferencia estadisticamente significativa cuando se evalu6 el tiempo transcurrido en las etapas larvarias, lo que
sugiere un alargamiento en el ciclo de vida inducido por la mutacién presentada en la cepa AX1410. Esta
diferencia se tuvo en cuenta durante este estudio. Es asi, como al momento sincronizar el primer pase de
AX1410 se realiza posterior al pase de N2, con el fin de llegar a una misma etapa larvaria y que no haya sesgos

entre los dos grupos de estudio.

Por lo anterior, es importante evaluar y ampliar los conocimientos ante los mecanismos de accion que los
diferentes probidticos realizan en el organismo para no caer en el error de incorporar cepas que puedan afectar
las caracteristicas fisiologicas del mismo; adicionalmente, esto puede facilitar la implementacion del probiotico

como terapia completa y no solo como un apoyo terapéutico, como se ha venido trabajando.

El estado de la dieta en este caso, parece ser un parametro importante, ya que mas del 70% de las larvas en el
ensayo de preferencia alimenticia tanto para N2, como para AX1410 tenian mayor afinidad por las bacterias
metabodlicamente activas, particularmente en la cepa N2, cuya movilidad es mayor, ya que su contraccion

muscular no se ve afectada y esto le permite mayor desplazamiento y eficiencia en la bisqueda de alimento *.

Se sugiere que los probidticos evaluados pueden estar desencadenando efectos benéficos en los nematodos
AX1410, tanto en la composicion de grasa intestinal como en la extension de la vida util, esto puede estar
relacionado con la reproduccion, pues se evidencié que los nematodos con una longevidad més corta respecto al
control, tenian una reproduccion mas activa que los nematodos que prolongaron su vida tras el consumo con
Lactobacillus, estas observaciones similares ya han sido reportadas con anterioridad y actualmente se sabe que
la reproduccion, al ser un proceso energéticamente costoso para C. elegans, también afecta la longevidad del
mismo, tanto asi , que por estimulacion de probidticos se van a activar vias de sefalizacion de

antienvejecimiento como la sefializacion de insulina/IGF-1, esto obedece a lo discutido por Malene, et at.

Por ultimo, es importante destacar que, en la implementacién de cepas probidticas como terapia de
enfermedades intestinales, se deben considerar los mecanismos de accion que poseen las cepas
empleadas; de hecho, el género Lactobacillus posee la ventaja de producir algunos metabolitos
reguladores, que permiten que la interaccidon entre los nematodos y las bacterias sea efectiva y por lo

tanto, facilitar la observacion del efecto de los probidtico.

Adicionalmente, C. elegans no parece ser un organismo selectivo en cuanto a su alimentacion, ya que
se ha observado que, aunque los nutrientes no estén facilmente disponibles posee una gran capacidad
de adaptacion al ambiente, por lo cual sus caracteristicas morfoldgicas permiten la observacion de los

efectos desencadenados por Lactobacillus, sugiriendo que el nematodo es un modelo efectivo para el
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estudio de probidticos como lo reporta Roselli M et al (30).
CONCLUSIONES

1. Los efectos producidos en las cepa N2 de C.elegans tras el consumo de probidticos evidenciaron una
disminucion en el desarrollo general del nematodo con respecto al control, caso contrario a lo observado

en la cepa AX1410.

2. Las concentraciones Optimas de las dietas de L. rhamnosus y L. plantarum fueron de 0,5 y 0,7
McFarland para N2 y AX1410 respectivamente (con un p= 0,0034 para N2 y un p = 0.04212 para
AX1410), en donde se observd una mayor reproduccion y movilidad en comparaciéon con las demas
concentraciones, lo que indica un mejor desarrollo de los nematodo, cumpliendo lo establecido por la

FAO/OMS.

3. Con respecto al ensayo de longevidad no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa. Los
nematodos N2 disminuyeron su tiempo de vida al consumir L. plantarum y L. rhamnosus presentando un
p= 0.0466, contrario a lo observado en la cepa mutante AX1410, donde los nematodos tuvieron una vida
media similar al control, incluso dos de las dietas (mixta L. rhamnosus y completa L. plantarum)

mostraron un leve incremento en su vida util.

4. En el ensayo de resistencia al estrés térmico los nematodos N2 con dietas probidticas, mostraron una
disminuciéon con respecto al control, sin embargo, en la cepa AX1410, se evidencié una mayor
resistencia respecto al control (presentando un p< 0.05), por lo que se puede deducir la activacion de

mecanismos de termotolerancia.

5. La acumulacion de grasa intestinal tras la alimentacion con las cepas probidticas mostro para la cepa N2
un aumento, evidenciada por un aumento en la fluorescencia a nivel intestinal, a diferencia de la cepa

mutante AX1410 donde se observo una disminucion en la fluorescencia a nivel intestinal.
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ANEXOS

Paralelo a los ensayos con el nematodo, se procedié a realizar el aislamiento de las cepas de interés del
probiotico comercial Jarro - Dophilus, donde se realizaron diferentes repiques en agar selectivo MRS, con el fin
de garantizar una mejor separacion de las cepas interés del resto de bacterias encontradas dentro del producto

comercial.

Sin embargo, como se pudo observar en la tabla 1. Jarro - Dophilus contiene cepas de Lactococcus, las cuales
también van a crecer en medio MRS, lo que causd inconvenientes en el proceso de aislamiento de las cepas de
interés; uno de los inconvenientes radica en la facilidad de crecer de este microorganismo y la similitud de las
colonias en comparacion con Lactobacillus. Debido a esto, las cepas utilizadas en el estudio fueron cepas ATCC

donadas al grupo de investigacion de Biotecnologia y genética, correspondientes a L. rhamnosus y L. plantarum.

Anexo 1. Aislamiento de cepas de Lactobacillus del producto comercial Jarro-Dophilus Se pueden observar
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medios de cultivo y tincién de gram realizados en las diferentes etapas del aislamiento de Lactobacillus; (A)
Contenido liofilizado del producto jarro-Dophilus (B) Caldo BHI a las 24 horas de incubacion a 37 °C después
de agregar 3/5 partes de una capsula liofilizada de 48 mg del probidtico, se observé turbidez en los tres caldos y
en la parte inferior restos del producto; (C) tincion de gram del primer cultivo del liofilizado, donde se puede ver
la variedad de bacterias encontradas en el liofilizado (cocos gram positivos y bacilos gram positivos); (D) tincion
de gram del segundo repique del liofilizado, donde se escogieron colonias medianas y cremosas, compatibles con
el género Lactobacillus; (E) colonias, presuntamente de Lactobacillus en agar sangre, proveniente del segundo

repique del producto comercial; (F) tercer repique del producto comercial, realizado en agar MRS.

Tinciones de aislados provenientes de las donaciones de cepas ATCC de L. rhamnosus y L. plantarum.

Lactobacillus plantarum Lactobacillus rhamnosus

Anexo 2. Controles de calidad, tincion de Gram
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